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RESUMO 
 
 

As algas marinhas vermelhas do gênero gracilaria sintetizam polissacarídeos sulfatados (PS) 
bioativos. Porém muitos destes PS ainda não foram devidamente avaliados, como é caso dos PS 
sintetizados pela alga comestível Gracilaria birdiae. Neste trabalho uma galactana (GB) de G. 
birdiae foi obtida e avaliada por diferentes testes. GB apresentou atividade anticoagulante no teste 
de APTT. Gb não apresentou toxicidade para células normais (3T3), mas inibiu a sobrevivência de 
células de adenocarcinama de colo de útero (HeLa) e carcinoma de pâncreas humano (Panc-1) em 
cerca de 80 % (1.5 mg/mL). GB não foi capaz de sequestrar o radical OH nem o radical 
superoxido. Contudo, apresentou atividade doadora de elétrons em dois testes diferentes e 
apresentou atividade quelante de ferro (70% a 1.0 mg/mL) e de cobre (70% a 0.5 mg/mL). A 
presença de GB promove uma maior formação de cristais de oxalato de cálcio dihidratado de 
pequeno tamanho, que é a forma menos agressiva, isso porque GB é capaz de interagir com o 
cristal e estabilizar essa forma. Além disso, GB (2.0 mg/mL) não foi citotóxico para células renais 
humanas (HEK-293). Os dados obtidos nos levam a propor que GB apresenta um grande potencial 
para o tratamento de urolitíase. 
 
 
 
Palavras-chave: galactana sulfatada; alga vermelha; urolitíase; 
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ABSTRACT 
 
 
Red marine algae of the genus Gracilaria synthesize sulfated polysaccharides (PS) bioactive. But 
many of these PS were not properly assessed, as is the case of PS synthesized by edible seaweed 
Gracilaria birdiae. Previous studies showed that sulfated galactans this alga has anti-inflammatory 
effect. In this work, a galactan (GB) of G. birdiae was obtained and evaluated by different tests. GB 
showed anticoagulant activity in APTT assay. GB showed no toxicity to normal cells (3T3), but 
inhibited the survival of cells of adenocarcinoma of the cervix (HeLa) and human pancreatic cancer 
(Panc-1) 80% (1.5 mg / ml). GB was not able to hijack the OH radical or the superoxide radical. 
However, showed activity electron donor in two different tests and presented iron chelator activity 
(70% and 1.0 mg / ml) and Copper (70% at 0.5 mg / ml). The presence of a higher GB promotes 
formation of crystals of calcium oxalate dihydrate small size, which is less aggressive, because GB 
is able to interact with and stabilize the crystal that form. Furthermore, GB (2.0 mg / mL) was not 
cytotoxic to human renal cells (HEK-293). The data lead us to propose that GB has a great potential 
for the treatment of urolithiasis.  
 

Keywords: sulfated galactan; red algae; urolithiasis; 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Algas: considerações gerais             

 As macroalgas marinhas são um grupo de seres vivos aquáticos e 

autotróficos que apresentam a clorofila a como principal pigmento fotossintético, 

além da presença de outros pigmentos acessórios, que são características 

importantes na classificação desses organismos. Elas são divididas em três 

grupos: Phaeophyceaes ou algas marrons, que apresentam o pigmento 

fucoxantina em sua constituição, que é responsável pela sua coloração 

característica; Rodhophyceaes ou algas vermelhas, que contêm ficoeritrina e 

Chlorophyceas ou algas verdes que se mostram constituídas principalmente por 

clorofilas a e b [1]. 

 Os registros mais antigos conhecidos do uso de macroalgas por humanos 

datam do século 4, no Japão, e do século 6, na China, em ambas situações as 

algas são citadas como alimento. As algas marinhas apresentam um alto valor 

nutritivo, possuem carotenóides, proteínas, fibras dietéticas, ácidos graxos 

essenciais, vitaminas (do complexo B e as vitaminas C, D, E e K) e minerais. 

Dentre os elementos presentes, há concentrações variadas de cálcio, fósforo, 

sódio, magnésio, ferro, cobre, manganês, potássio, vanádio, iodo (em quantidades 

satisfatórias apenas nas algas marrons), num total de aproximadamente 60 

(sessenta) elementos diferentes. São utilizadas como fonte de alimentos 

principalmente nos países asiáticos, chegando a constituir cerca de 25% da dieta 

humana em países como Japão, China e Coréia do Sul. Vale salientar que regiões 

das Américas do Sul a do Norte que são habitadas por pessoas de descendência 

asiática vem apresentando um crescimento contínuo no consumo de algas como 

alimento [2]. 

 Segundo a Resolução nº 02, de 07/01/2002 [3], a legislação brasileira 

considera propriedade funcional “aquela relativa ao papel metabólico ou fisiológico 

que o nutriente ou não nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, 

manutenção e outras funções normais do organismo” e alegação de propriedade 

de saúde “aquela que sugere, afirma ou implica a existência de relação entre 
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alimento ou ingrediente com doença ou condição relacionada à saúde”. Assim, um 

alimento funcional apresenta funções nutricionais, metabólicas, terapêuticas e tem 

uso potencial na prevenção e controle de determinadas doenças e podem ser 

classificados como: aqueles detentores de propriedades imunológicas e 

anticarcinogênicas; de prevenção de doenças cardiovasculares, e de propriedade 

antioxidante [4, 5]. 

  Além do potencial nutritivo das macroalgas, elas também são fontes de 

diversos compostos bioativos, muitos deles com alto potencial para serem 

utilizados como fármacos [6, 7, 8]. Dentre estes compostos pode-se destacar os 

polissacarídeos sulfatados: homo e heterofucanas sulfatadas, galactanas 

sulfatadas, incluindo carragenanas e agaranas, e muitos heteropolissacarídeos 

sulfatados. A estes polímeros são atribuídas diversas atividades biológicas como 

anticoagulante, antioxidante, antiviral, antitumoral, bactericida, imunoestimulante, 

antinflamatória, antifúngica, dentre outras [ 8, 9, 10, 11, 12].  

 Descreve-se abaixo as atividades atribuídas aos polissacarídeos sulfatados 

de algas que estão relacionados a esta dissertação. 

 

1.2 Polissacarídeos sulfatados de algas x atividade antioxidante 

A ingestão de compostos antioxidantes é utilizada para prevenir o 

desenvolvimento e a progressão dos danos causados pelo aumento da 

quantidade de radicais livres. Essa terapia pode ser realizada pela ingestão de 

antioxidantes e/ou pelo aumento do consumo de alimentos ricos em compostos 

com esta propriedade [13]. O termo Radical Livre designa átomos ou moléculas 

que contêm um ou mais elétrons desemparelhados [14, 15] conferindo-lhe, dessa 

forma, alta reatividade. Os radicais podem ter carga positiva, negativa ou neutra. 

São formados como intermediários necessários em uma variedade de reações 

bioquímicas normais, mas quando gerados em excesso ou não devidamente 

controlados podem causar danos em uma ampla gama de macromoléculas [16]. 

O processo de formação dessas espécies reativas ocorre através de uma 

reação em cadeia envolvendo três fases (iniciação, propagação e terminação), em 
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que os antioxidantes podem atuar através de vários mecanismos. Assim, podem-

se utilizar vários testes para avaliar a atividade antioxidante de um composto nos 

diferentes estágios de iniciação (por exemplo: capacidade antioxidante total e 

poder redutor), de propagação (por exemplo: quelação de cobre e de ferro) e de 

terminação (por exemplo: sequestro do radical superóxido e de hidroxila) [17].  

Os polissacarídeos sulfatados de algas marinhas são compostos com 

grande potencial para serem usados como compostos antioxidantes na 

alimentação de humanos, pois podem atuar em cada uma das três fases de 

formação de radicais livres [18, 19, 20, 21]. Poucos polissacarídeos das algas do 

gênero Gracialria foram avaliados como antioxidantes. Polissacarídeos da alga G. 

caudata agem tanto na iniciação como também na fase de propagação, porém 

não possuem capacidade sequestradora de radicais [22]. Com relação aos PS de 

G. birdae foi constatado que esses polímeros inibem a peroxidação lipídica in vivo 

por sequestrarem radicais hidroxila [23]. 

 

1.3 Polissacarídeos sulfatados e carcinogênese 

A carcinogênese é um processo altamente complexo do qual participam 

fatores de risco herdados e fatores de risco ambientais, tais como a alimentação, o 

hábito de fumar, a ocupação, e a exposição à radiação e a agentes químicos. É 

um processo com vários passos e vários mecanismos envolvendo eventos 

genotóxicos (mutações), alteração na expressão de genes a nível transcripcional, 

translacional e pos-translacional (eventos epigenéticos) e alteração da 

sobrevivência das células (proliferação e apoptose). O câncer já está instalado, 

evolui até o surgimento das primeiras manifestações clínicas da doença [24, 25].  

A quimioterapia é uma das formas de tratamento mais comumente utilizada 

em pacientes com vários tipos de câncer. Entretanto, na maioria dos casos, 

apenas a quimioterapia não é capaz de produzir resultados terapêuticos 

satisfatórios na eliminação dos tumores. Além disso, muitos dos fármacos 

antitumorais empregados possuem consideráveis efeitos colaterais e com baixa 

viabilidade para o uso clínico [26]. 
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Diante desta situação, em todo o mundo, enormes recursos estão sendo 

investidos no desenvolvimento de novos compostos que reduzam estes efeitos 

colaterais durante o tratamento do câncer. E recentes avanços na compreensão 

destes mecanismos moleculares bem como nas vias específicas tem sido 

investigados [27]. E dentre esses novos compostos, os polissacarídeos sulfatados 

de algas estão entre as macromoléculas de origem natural mais estudadas 

atualmente. 

Estudos demonstram que esses polissacarídeos sulfatados possuem 

atividades antiproliferativa em linhagens celulares tumorais, bem como inibem o 

crescimento de tumores em murinos [28]   

Costa e colaboradores (2010) [22] analisando a atividade antiproliferativa de 

onze espécies diferentes de algas marinhas (verdes, vermelhas e marrons) em 

células de câncer cervical (HeLa) observou diferença significativa da atividade 

antiproliferativa dos polissacarídeos, sendo de maneira dose-dependente. 

Noda et al. (1990) [29] pesquisando a atividade antitumoral em 46 algas 

marinhas, contra carcinoma Ehrlich e Meth-A fibrosarcoma implantados em ratos, 

através da administração oral de algas em pó, encontrou que as algas Sargassum 

ringgoldianum (Phaeophyta) e Porphyra yezoensis (Rhodophyta) foram mais 

efetivas contra os dois tipos de câncer. 

Em estudo in vivo κ-carragenanas da alga vermelha Kappaphycus striatum 

modularam o sistema imune de ratos inoculados com S180 e inibiram 

significativamente o crescimento do tumor transplantado, pela melhora no sistema 

imune [30]. Outros trabalhos com algas vermelhas revelaram também que as 

galactanas das algas Bostrychia montagnei e Porphyra columbina promovem a 

inibição das células tumorais HeLa na concentração de 0,08 µg/mL, com a 

presença de células com mitoses e núcleos atípicos [31] . 

 

1.4 Urolitíase  

 A Urolitíase é uma doença global e multifatorial, caracteriza-se como uma 

condição fisiopatológica oriunda da formação de cálculos renais, os quais são 
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estruturas sólidas, resultantes da aglomeração de cristais, compostos por cristais 

inorgânicos e orgânicos, e podem estar amalgamados por proteínas. Tais cálculos 

derivam de uma alteração metabólica crônica do organismo provocando uma 

excreção aumentada de substâncias pela urina, como cálcio, oxalato, fosfato e/ou 

diminuição de excreção de substâncias inibidoras da cristalização, como o citrato 

[32]. Aproximadamente 13% dos homens e 7% das mulheres foram vítimas de 

cálculos urinários, pelo menos uma vez na vida, e a incidência de litíase urinária 

continua a aumentar. A formação de cálculos urinários é influenciada pela dieta, 

fatores ambientais como o sedentarismo, clima e/ou exposição a temperaturas 

elevadas, hábitos alimentares, entre outros e fatores genéticos [33, 34]. 

 Devido aos estudos dos componentes químicos dos cálculos, foi possível 

entender o processo de sua formação; trabalhos recentes mostram que cálculos 

calcários, principalmente formados por oxalato de cálcio, são os mais frequentes 

na urolitíase, representando mais de 80% dos cálculos encontrados. Aqueles 

constituídos de ácido úrico representam cerca de 5-10%, seguido pelos 

constituídos de cistina, estruvita, e cálculos de urato ácido de amônio [32].  

 O processo de formação do cálculo de oxalato de cálcio é resultado de um 

processo físico-químico correspondente a três fases: nucleação, crescimento e 

agregação dos cristais. A primeira condição para a formação de um cristal é a 

supersaturação urinária, a qual consiste no estado no qual alguns sais se 

encontram dissolvidos na urina em concentrações muito maiores que as 

plasmáticas [35]. Os íons, quando em concentrações elevadas em uma solução, 

tendem a se agrupar, através de suas cargas, formando pequenos cristais. Os 

cristais, então atraem-se e passam a formar agregados que, progressivamente, 

crescem até a formação de uma fase sólida [36]. Esse cristal em fase sólida, pode 

se ligar a proteínas e outras substâncias presentes na urina, originando os 

cálculos. 

Segundo Yu e colaboradores [37], os cristais de oxalato de cálcio 

desenvolvem-se em três diferentes formas: mono-hidratadas (COM) (Figura 1A), 

di-hidratadas (COD) (Figura 1B) e tri-hidratadas (COT) (Figura 1C). O COD são 
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cristais de oxalato de cálcio de geometria piramidal tetragonal que apresentam-se 

termodinamicamente instáveis. Quando entram em com líquido, gradualmente 

transformam-se em sua forma mais estável, o COM [38,39]. A forma COM é 

encontrada em grandes quantidades nos cálculos renais, enquanto COD é mais 

raro. Já o COT possui uma grande instabilidade termodinâmica, sendo raramente 

encontrado nos cálculos.  

 

 
A                                            B                                           C 
Figura 1: Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura de Cristais de Oxalato de Cálcio. 
(A) Mono-hidratado; (B) Di-hidratado; (C) Tri-hidratado 
Fonte: GRASES et al., 1989 [39]. 
 
 
 Não existem ainda muitas referências na clínica acerca do tratamento dos 

cálculos renais por meio de antioxidantes. Contudo, vários antioxidantes 

específicos são mostrados na literatura impedindo o desenvolvimento do estresse 

oxidativo induzido por oxalúria [40]. Estudos recentes começaram a testar 

polissacarídeos sulfatados de algas como antioxidantes protetores das injúrias 

renais. Estudos in vitro, demonstraram que polissacarídeos da Laminaria Japonica 

além de diminuir o tamanho dos cristais COM também estabilizaram o tipo COD, 

os quais não podem se ligar a membrana [41]. Outro polissacarídeo que mostrou 

ser eficiente no processo da inibição da cristalização foi da alga marrom 

Sargassum Graminifolia [42]. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 Nos anos 1990 Jaramillo e colaboradores já apontavam o gênero Gracilaria, 

dentre os vários gêneros de algas, como um dos mais promissores devido a sua 

capacidade de produzir galactanas sulfatadas em grande quantidade [43]. Várias 

espécies deste gênero são cultivadas como Gracilaria parvispora que é a principal 

espécie cultivada comercialmente no Havaí. No Brasil uma das principais espécies 

cultivadas é a Gracilaria birdiae [44]. Em um estudo prévio as principais 

características estruturais da galactana sulfatada sintetizada por essa alga foi 

proposta a partir de dados obtidos após estudos de infravermelho e resonância 

magnética nuclear de uma e duas dimensões. Contudo o polissacarídeo obtido por 

estes autores ainda apresentava-se contaminado por proteínas (6,7%) [45]. 

Posteriormente, foi demonstrado que este polissacarídeo possui efeito anti-

inflamatório in vivo [46]. Entretanto, outras atividades da galactana sulfatada de G. 

birdiae ainda não foram avaliadas.  

 Assim, neste trabalho, utilizando a metodologia de extração proposta por 

Maciel e colaboradores [45] e adicionando uma proteólise nesta metodologia, com 

intuito de eliminar a contaminação proteica, obteve-se a galactana sulfatada da 

alga G. birdiae e avaliou-se suas atividades como agente antioxidante, 

anticoagulante, antiproliferativo e inibidor da formação de cristais de oxalato de 

cálcio.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 Avaliar a atividade antioxidante e o efeito antiproliferativo de extratos 

aquosos de alga Gracilaria birdiae. 

 

3.2 Específicos 

� Extrair e quantificar os polifenóis; 

� Determinar o percentual de resíduo seco das amostras; 

� Avaliar a atividade antioxidante dos extratos aquosos através de diferentes 

sistemas in vitro (capacidade antioxidante total, seqüestro do radical 

hidroxila, seqüestro do radical superóxido, quelação férrica, poder redutor e 

beta catoreno/ ácido linoléico); 

� Avaliar atividade antiproliferativa dos extratos aquosos frente a linhagens de 

células normais bem como tumorais;  

� Apresentar resultados obtidos para comunidade científica na forma de 

congressos e artigo internacional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 

Leticia C.B.P. de Oliveira  PGCSA/CCS 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Purificação da galactana de Gracilaria birdiae (GalGB) 

 A alga Gracilaria birdiae foi coletada na praia de Rio do Fogo, situado no 

litoral Nordeste do Rio Grande do Norte, cujas coordenadas geográficas são: 

latitude 05º 16’ 22” Sul e longitude 35º 22’ 59” Oeste. A extração de 

polissacarídeos sulfatados foi adaptada da metodologia descrita por Maciel e 

colaboradores [45]. A alga após a coleta foi limpa com água corrente e seca em 

estufa aerada a 45°C por 37 horas. Posteriormente foi triturada e a esse material 

foi adicionado 2 L de etanol P.A., o material ficou macerando por 12 horas à 

temperatura ambiente, e foram feitas mais três trocas adicionando-se o mesmo 

volume de etanol, para se obter a despigmentação e delipidação do material. Após 

nova secagem sob temperatura ambiente, foram adicionados dois volumes de 

NaCl 0.25 M ao material resultante, o pH foi ajustado para 8.0 com NaOH e 

adicionou-se Prozima (protease alcalina), numa proporção de 15 mg de enzima 

para cada grama de pó, na mistura para digestão proteolítica. Após 18 h de 

incubação a 60° C, a mistura foi filtrada e centrifugada (10.000 x g, 10 min., 4° C) 

e o sobrenadante foi precipitado com acréscimo de 2 volumes de metanol. A 

seguir, o precipitado foi separado da solução por centrifugação (10000 x g, 10 

min., 4° C), seco e armazenado. Para as análises posteriores o material foi 

ressuspendido em água destilada.  

4.2 Eletroforese em gel de agarose 

 Eletroforese em gel de agarose de GalGB foi realizada em 0,6% de gel de 

agarose (7.5 cm x 10 cm × 0,2 centímetros de espessura) preparado em tampão 

de acetato de 1,3-diaminopropano 0,05, pH 9,0, como descrito anteriormente [15]. 

Alíquotas dos polissacarídeos (cerca de 50 µg) foram aplicadas ao gel e sujeito a 

eletroforese. O gel foi fixado com uma solução de brometo de cetiltrimetilamónio a 

0,1% durante 2 h, secas sob ar quente por 20 min e coradas durante 15 min com 

100 mL de 0,1% de azul de toluidina em ácido acético a 1% em etanol a 50% a 
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temperatura ambiente. A lâmina foi depois descorada utilizando a solução 

descorante várias vezes até a retirada do excesso de corante. 

4.3 Análise química e composição monossacarídica 

 100 µg de polissacarídeos foram submetidos à hidrólise ácida (4 M de HCl, 

100°C, 6 h). O material obtido foi seco sob pressão reduzida na presença de 

pastilhas de hidróxido de sódio que garantiram uma atmosfera com caráter básico. 

Posteriormente, o material foi ressuspendido em água para uma concentração 

final de 10 µg/µL e este foi utilizada para a determinação do teor de sulfato de 

acordo com o método de gelatina - bário [47]. Sulfato de sódio foi utilizado como 

padrão. O teor de proteína foi determinado pelo método de Spector [48]. Para se 

identificar a melhor condição de hidrólise ácida do polissacarídeo, isto é, em que a 

degradação do polímero ocorre sem que ocorra a destruição dos monosacarídeos 

liberados por esta degradação, GalGB foi hidrolisada com HCl 0,5 M, 1 M, 2 M e 4 

M, por 30 min, 1, 2 e 4 h, respectivamente. A temperatura de 100° C foi mantida 

em todas as condições de hidrólise. O material foi depois neutralizado, seco e 

ressuspenso em água destilada, e o teor de açúcares redutores, que indica a 

eficiência da hidrólise, foi determinado como descrito em Câmara e colaboradores 

[49]. A melhor condição de hidrólise foi de 2 M de HCl durante 2h. Assim, GalGB 

foi hidrolisado (HCl 2 M, 100° C, 2 h) e a sua composição monossacarídica foi 

determinada em um sistema LaChrom Elite ® HPLC da VWR - Hitachi com um 

detector de índice de refração (RI detector modelo L -2490 ), acoplado à uma 

coluna LiChroCART ® 250 (250 mm x 40 mm) empacotada com LiChrospher ® 

100 NH2 (5 um). A massa da amostra usada foi de 0,2 mg e o tempo de análise foi 

de 25 min; como referências, os seguintes açúcares foram usados: arabinose, 

frutose, fucose, galactose, glicose, glicosamina, ácido glucurónico, manose, ácido 

manurónico, ramnose e xilose. 
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4.4 Atividade Anticoagulante 

 Os Testes APTT e PT foram realizados, tal como descrito em Costa e 

colaboradores 2013 [50]. Resumidamente, para os dois testes, 10 µL de uma 

solução de polissacarídeos em diferentes concentrações são adicionados a 90 µL 

de plasma, após 5 min. a 37° C, é adicionado a solução cloreto de cálcio e o 

reagente conforme descrição do fabricante do kit. A Heparina fracionada 

(enoxaparina; Sanofi-aventis, São Paulo, SP, Brasil) foi utilizado como padrão. 

 
4.5 Atividades Antioxidantes in vitro 

4.5.1 Capacidade Antioxidante Total (TAC) 

O ensaio está baseado na redução de Mo+6 para Mo+5 pela amostra e a 

subsequente formação de um complexo de fosfato de verde / Mo+5 numa solução 

ácida. As amostras foram incubadas a 95° C durante 90 minutos; os tubos 

continham o GalGB e solução reagente (ácido sulfúrico 0,6 M, fosfato de sódio 28 

mM e 4 mM de molibdato de amónio). Após a mistura ter arrefecido até à 

temperatura ambiente, a absorbância de cada solução foi medida a 695 nm contra 

um branco num espectrofotômetro marca Hach modelo DR5000. A capacidade 

antioxidante foi expressa em mg de ácido ascórbico equivalente. 

4.5.2 Teste do Poder Redutor 

          O poder redutor da amostra foi quantificado de acordo com metodologia 

descrita por Silva e colaboradores [51]. 4 mL das amostras teste em diferentes 

concentrações (0.10 – 1.00 mg/mL) foram misturadas em tampão fosfato (0.2M, 

pH 6.6) e ferricianeto de potássio (1%), para incubação por 20 min a 50° C. A 

reação foi interrompida pela adição de TCA (ácido tricloroacético) a 10%. 

Posteriormente, foi misturada água destilada e cloreto de ferro (0.1%). As 

amostras foram lidas a 700 nm num espectrofotômetro marca Hach modelo 

DR5000. 
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4.5.3 Ensaio do Sequestro do Radical Hidroxila 

 O ensaio de sequestro do radical hidroxila foi baseado na reação de Fenton 

(Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + OH.) como descrito por Costa et al 2010 [22]. Os 

radicais hidroxila foram gerados utilizando 3 mL de tampão de fosfato de sódio 

(150 mM, pH 7.4), que continha 10 mM de FeSO4 • 7H2O, 10 mM de EDTA, 2 mM 

de salicilato de sódio, 30% de H2O2 (200 mL) e variando concentrações de GalGB. 

No controle, tampão fosfato de sódio substituiu o H2O2. As soluções foram 

incubadas a 37° C durante 1 h, e a presença do radical hidroxila foi detectada 

através do monitoramento da absorbância a 510 nm. O ácido gálico foi utilizado 

como controle positivo. 

4.5.4 Ensaio de sequestro do radical superóxido 

 Este ensaio foi baseado na capacidade de polissacarídeos sulfatados de 

inibir a redução fotoquímica do nitroazul de tetrazólio (NBT), no sistema de 

riboflavina-luz-NBT. Cada 3 mL  de mistura de reação continha tampão de fosfato 

50 mM (pH 7.8), 13 mM de metionina, riboflavina 2 mM, EDTA a 100 mM, NBT (75 

mM) e 1 mL de solução da amostra. Após a produção de azul de formazan, foi 

determinado o aumento da absorbância a 560 nm após 10 minutos de iluminação 

com uma lâmpada fluorescente. A montagem de toda reação foi fechada em uma 

caixa forrada com papel alumínio. Tubos idênticos à mistura de reação foram 

mantidos no escuro e serviram como branco da reação. O ácido gálico foi utilizado 

como controle positivo. 

4.5.5 Quelação férrica 

 A capacidade de quelar ferro de GalGB foi investigada utilizando a seguinte 

metodologia descrita por Costa e colaboradores, 2010 [22]: GalGB, em diferentes 

concentrações, foi aplicada a uma mistura de reação que continha FeCl2 (0.05 mL, 

2 mM) e ferrozina (0,2 ml, 5 mM). A mistura foi agitada e incubada durante 10 min 

à temperatura ambiente e a absorbância da mistura foi medida a 562 nm contra o 
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branco (cloreto de ferro e ferrozina) em espectrofotômetro (Hach modelo DR5000). 

O EDTA foi utilizado como controle positivo. 

4.5.6 Quelação cúprica 

 A habilidade de quelar o íon cobre de GalGB foi determinada pelo método 

descrito em Teodosio Melo e colaboradores [52]. O violeta de pirocatecol, 

reagente utilizado neste ensaio, tem a capacidade de associar com alguns cátions 

como alumínio, cobre, bismuto e tório. Na presença de agentes quelantes esta 

associação não é formada, resultando na diminuição da coloração. Tal diminuição 

permite, assim, estimar a atividade quelante do íon cobre de GB. O teste é 

realizado em microplaca de 96 poços que conterá uma mistura de reação 

contendo diferentes concentrações das amostras (0.1 – 2.0 mg/mL), Violeta de 

Pirocatecol (4 mM) e Sulfato de Cobre II pentahidratado (50 µg/mL). Todos os 

poços foram homogeneizados com um auxílio de uma micropipeta e a 

absorbância da solução foi medida a 632 nm. A habilidade, das amostras, em 

quelar o íon cobre foi calculada usando a equação abaixo:  

Absorbância do branco – Absorbância da amostra 
   Absorbância do branco x 100 

 
 
4.6 Ensaio de Cristalização do Oxalato de Cálcio 

O efeito de GalGB na cristalização de oxalato de cálcio foi medido 

espectrofotometricamente durante 30 min a 620 nm, conforme descreve Zhang e 

colaboradores [53]. Esse ensaio é baseado na quantificação por densidade óptica 

de soluções metaestáveis de Ca2+ e oxalato, utilizando uma solução contendo 

cloreto de cálcio (8 mmol/L), oxalato de sódio (1 mmol/L), 200 mmol/L de cloreto 

de sódio e 10 mmol/L de acetato de sódio. As concentrações de compostos 

presentes nesta mistura são próximas das concentrações fisiológicas urinárias. 

Essa solução foi agitada e levada ao espectrofotômetro para ser lida a 620 nm, 

após a obtenção de uma linha de base estável, quando então adicionou-se o 

polissacarídeo em diferentes concentrações e a cristalização foi induzida pela 
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adição de solução de Na2C2O4 (1 mL). As concentrações finais de cálcio e oxalato 

foram respectivamente 4 mmol/L e 0,5 mmol/L. 

Com os dados obtidos a partir das leituras espectrofotométricas realizadas 

durante 30 minutos, foi possível construir um gráfico representativo das fases de 

nucleação (fase ascendente da curva), agregação/precipitação (fase descendente) 

dos cristais, na presença e na ausência do polissacarídeo. A partir dessa curva foi 

feita uma análise de regressão linear que permitiu mensurar o percentual de 

inibição da cristalização. Este percentual foi calculado a partir das taxas de 

nucleação e de agregação, como se segue: [1-(SNA/SNC)] *100 para o percentual 

de nucleação, sendo SNA a inclinação da curva de absorbância da solução de 

sais na presença das amostras e SNC a inclinação do controle; [1- (SNA/SAC)] 

*100 para o percentual de agregação, sendo SNA a inclinação da curva de 

absorbância da solução de sais na presença das amostras e SAC a inclinação da 

absorbância do controle. 

4.7 Análise de Imagem de Cristal Morfologia 

 Os cristais foram induzidos a se formarem na presença ou ausência de 

GalGB como descrito anteriormente. Em seguida, as soluções foram centrifugadas 

(5000 x g, 4° C, 5 min.) e o sobrenadante foi descartado. Os cristais foram então 

suspendidos em 0,5 mL de água e uma alíquota de 0,1 mL foi posta numa lâmina 

histológica e levada a um microscópio óptico (NIKON CFI60, Spectrum – 

Spectrum Bioengenharia médica hospitalar LTDA). A morfologia dos cristais foi 

analisada em dez campos selecionados aleatoriamente em ampliação de 60 

vezes. Foram realizados três experimentos distintos. 

4.8 Medida de Potencial Zeta (ζ) 

 Os cristais foram induzidos a se formarem na presença ou ausência GalGB 

como descrito anteriormente. Em seguida, as soluções foram centrifugadas (5000 

x g, 4° C, 5 min). O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi então 
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suspendido com 1,5 mL de água e o potencial zeta das amostras (ζ) foi obtido com 

o uso do analisador Zeta Plus (Zeta Plus® Brookhaven instruments). 

4.9 Conjugação de GalGB com fluorosceína 

 A conjugação de GalGB com fluoresceína foi realizada por ligação 

covalente do sal de sódio de fluoresceína (Sigma) com o polissacarídeo. 

Resumidamente, 5 mg de GalGB reagiram com 1 mg de fluoresceína na solução 

0,1 M de PBS (pH 7,0) sob agitação durante 1 hora, ao abrigo da luz e à 

temperatura ambiente. A solução foi dialisada contra água destilada por 48 horas 

(Mw de 12 kDa), e durante esse período foram realizadas 6 trocas da água, sendo 

em seguida, liofilizado. 

4.10 Ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol- 2 - il) -2,5-difeniltetrazólio] 

         As células HeLa (adenocarcinoma cervical humano), 3T3 (fibroblasto 

murínico), HEK-293 (célula epitelial renal humana) e PANC (adenocarcinoma 

pancreático) foram cultivadas em frascos de cultura (TPP) contendo meio DMEM 

(Sigma) suplementado com 10% soro fetal bovino (Cutilab) e com 100 µg/mL de 

estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina (Sigma). Para a realização do 

experimento as células foram removidas com uma solução de tripsina/EDTA 

(Cutilab), centrifugadas e lavadas com meio sem soro para a retirada da tripsina, 

posteriormente foram ressuspendidas em meio com soro, contadas e colocadas 

em placas de 96 poços (TPP) a uma densidade de 5 x 103 células/poço e 

deixadas a aderir durante a noite, a 37° C e 5% de CO2. Após esse período, o 

meio foi retirado, as placas foram lavadas duas vezes com meio sem soro, e 

adicionou-se 200 µL de meio sem soro para carenciamento das células. 24 horas 

após o meio foi aspirado e as células foram induzidas a divisão celular na 

presença de meio com soro na ausência ou presença de diferentes concentrações 

de GalGB (125, 250, 500, 1000, 1500 ou 2000 mg/mL). Após o tempo determinado 

(24, 48 ou 72 h) de incubação, os vestígios de GalGB foram removidos por 

lavagem das células com PBS e foi adicionado meio fresco contendo 12 mM de 
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MTT (Sigma). As células foram então incubadas durante 4h a 37° C e 5% de CO2. 

Após esse período, o MTT reduzido pelas células foi solubilizado com 100 µL de 

isopropanol contendo 0,04 N de HCl e agitados por 5min. Num agitador de 

bancadas na velocidade de 40 rpm., em seguida, as placas contendo o MTT 

solubilizado foram submetidas a leitura num comprimento de 570nm utilizando um 

leitor de microplacas Multiskan Ascent (Thermo Labsystems, Franklin, MA, EUA). 

O controle positivo foram as células incubadas na ausência dos polissacarídeos. A 

porcentagem de proliferação celular foi calculada como se segue: 

Proliferação celular (%) = Absorbância da amostra x 100  
absorbância do controle 

 
4.11 Análise estatística 

          Todos os dados foram expressos como a média ± desvio padrão. A análise 

estatística foi realizada por ANOVA one-way. Student-Newman-Keuls post-testes 

foram realizados por comparação múltipla grupo. Em todos os casos, a 

significância estatística foi estabelecido em p <0,05. 
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Resumo: As algas marinhas vermelhas do gênero Gracilaria sintetizam 

polissacarídeos sulfatados (PS) bioativos. Porém muitos destes PS ainda não foram 

devidamente avaliados, como é caso dos PS sintetizados pela alga comestível 

Gracilaria birdiae. Estudos anteriores mostraram que galactanas sulfatadas dessa 

alga tem efeito antiinflamatorio. Neste trabalho uma galactana (GalGB) de G. 

birdiae foi obtida e avaliada por diferentes testes. GB apresentou atividade 

anticoagulante no teste de aPTT. GalGB não apresentou toxicidade para células 

normais (3T3), mas inibiu a sobrevivência de células de adenocarcinoma de colo de 

útero (HeLa) e human pancreatic carcinoma (PANC-1) em cerca de 80 % (1.5 

mg/mL). GalGB não foi capaz de sequestrar o radical (OH
.
) nem o radical 

superoxido (O2
-
). Contudo, apresentou atividade doadora de elétrons em dois testes 

diferentes e apresentou atividade quelante de ferro (70% a 1.0 mg/mL) e de cobre 

(70% a 0.5 mg/mL). A presença de GalGB promove uma maior formação de cristais 

de oxalato de cálcio dihidratado de pequeno tamanho, que é a forma menos 

agressiva, isso porque GalGB é capaz de interagir com o cristal e estabilizar essa 

forma. Além disso, GalGB (2.0 mg/mL) não foi citotóxico para células renais 

humanas (HEK-293). Os dados obtidos nos levam a propor que GalGB apresenta 

um grande potencial para o tratamento de urolitíase. 

Keywords: galactana sulfatada; alga vermelha; urolitíase;  

 

1. Introdução 

 As macroalgas marinhas são um grupo de seres vivos aquáticos e autotróficos que 

apresentam a clorofila "a" como principal pigmento fotossintético, alem da presença de 

outros pigmentos acessórios, que são características importantes na classificação desses 

organismos. Elas são divididas em três grupos: Phaeophyceae ou algas marrons, que 

apresentam o pigmento fucoxantina em sua constituição, que é responsável pela sua 

coloração característica; Rodhophyceae ou algas vermelhas, que contêm ficoeritrina e 

Chlorophyceas ou algas verdes que se mostram constituídas principalmente por clorofilas 

"a" e "b" [1]. 

 Os registros mais antigos conhecidos do uso de macroalgas por humanos datam do 

século IV, no Japão, e do século VI, na China, em ambas situações as algas são citadas 

como fonte de alimento. As algas marinhas apresentam um alto valor nutritivo, são ricas em 

carotenóides, proteínas, fibras dietéticas, ácidos graxos essenciais, vitaminas (do complexo 

B e as vitaminas C, D, E e K) e minerais. Dentre os elementos presentes, há concentrações 

variadas de cálcio, fósforo, sódio, magnésio, ferro, cobre, manganês, potássio, vanádio e 

iodo (em quantidades satisfatórias apenas nas algas marrons), num total de 

aproximadamente 60 elementos diferentes. São utilizadas como fonte de alimentos 
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principalmente nos países asiáticos, chegando a constituir cerca de 25% da dieta humana 

em países como Japão, China e Coréia do Sul. Contudo, regiões das Américas do Sul e do 

Norte, que são habitadas por pessoas de descendência asiática, vêm apresentando um 

crescimento contínuo no consumo de algas como alimento. Na Europa, principalmente na 

França, Itália, Grécia e Irlanda, esforços vêm sendo realizados para que ela se torne um 

alimento mais popular [2]. 

 Além do potencial alimentar das macroalgas, elas também são fontes de diversos 

compostos bioativos, muitos deles com alto potencial pra serem utilizados como fármacos 

[3, 4, 5]. Dentre estes compostos nós podemos destacar os polissacarídeos sulfatados: 

sulfated homo and heterofucans, sulfated galactans, including carragenans and agarans, and 

several sulfated heteropolysaccharides. A estes polímeros são atribuídas diversas atividades 

como anticoagulante, antioxidante, antiviral, antitumoral, bactericida, imunoestimulante, 

antiinflamatoria, antifúngica, dentre outras. Há vários artigos recentes que revisam muito 

bem estas atividades [ 5, 6, 7, 8, 9].  

 Nos anos 1990 Jaramillo e colaboradores já apontavam o gênero Gracilaria, dentre 

os vários gêneros de algas, como um dos mais promissores devido a sua capacidade de 

produzir galactanas sulfatadas em grande quantidade [10]. Várias espécies deste gênero são 

cultivadas como a Gracilaria parvispora que é a principal espécie cultivada 

comercialmente no Havaí. No Brasil uma das principais espécies cultivadas é a Gracilaria 

bidiae [11]. Em um estudo prévio as principais características estruturais da galactana 

sulfatada sintetizada por essa alga foi proposta a partir de dados obtidos após estudos de 

infravermelho e ressonância magnética nuclear de uma e duas dimensões. Contudo o 

polissacarídeo obtido por estes autores ainda apresentava-se contaminado por proteínas 

(6,7%) [12]. Posteriormente, foi demonstrado que este polissacarídeo possui efeito 

antiinflamatorio in vivo [13]. Contudo, outras atividades da galactana sulfatada de G. 

birdiae ainda não foram avaliadas.  

 Assim, neste trabalho, utilizando a metodologia de extração proposta por Maciel e 

colaboradores [12] e adicionando uma proteólise nesta metodologia, com intuito de 

eliminar a contaminação proteica, obteve-se a galactana sulfatada da alga G. birdiae e 

avaliaram-se as suas atividades como agente antioxidante, anticoagulante, antiproliferativo 

e inibidor da formação de cristais de oxalato de cálcio. 

 

2. Resultados e Discussão 

2.1. Obtenção e caracterização de GalGB 

Para a obtenção do polissacarídeo sulfato de G. birdiae, a alga foi misturada em 

água, o pH da suspensão foi ajustado para 8 e foi adicionado uma mistura de enzimas 

proteolíticas. Durante este processo, ocorre a degradação das proteínas que estão ligadas 

aos polissacarídeos, o que permite a solubilização de um maior número de moléculas de 

polissacarídeos [14]. Assim, obteve-se 720 mg de polissacarídeos sulfatados a partir de 5 g 

de alga, o que corresponde a 14.4%. Este rendimento foi 2,5 vezes maior do que aquele 

obtida por Maciel e colaboradores [12], apesar de terem utilizado uma metodologia de 

extração semelhante a aquela descrita aqui. Um possível explicação para este maior 
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rendimento é o fato de termos utilizado a proteólise como passo adicional, e Maciel e 

colaboradores [12] não. Os polissacarídeos nas algas estão presos de forma covalente ou 

não as proteínas da parede celular, ao se fazer a proteólise, estas proteínas são degradadas e 

os polissacarídeos que estavam presas a elas se solubilizam mais facilmente.      

A fim de se verificar a homogeneidade de GalGB, ele foi submetido a um sistema 

de eletroforese em gel agarose em tampão PDA (Figura 1). Nessa figura observa-se apenas 

uma banda corada com azul de toluidina, o que indica a presença de apenas um tipo de 

polissacarídeo sulfatado. 

Neste sistema é possível afirmar isso devido a propriedade de 1,3-

diaminopropano/tampão acetato. A diamina é capaz de se complexar com GalGB através 

dos seus grupos sulfatos tal como foi anteriormente observado para os glicosaminoglicanos 

sulfatados [15]. Esta complexação é mais dependente do espaçamento das cargas vicinais 

do que da carga negativa total dos compostos [15].  

 

Figura 1. Electroforese em gel de agarose de GalGB. Cerca de 5 mL alíquotas (50 ug) do 

GB foi aplicado no gel de agarose (107,5 centímetros, 0,2 cm de espessura) preparada em 

0,05 M tampão de 1,3-diaminopropano-acetato, pH 9,0 e submetidas a eletroforese a 110 V 

/ cm durante 60 min. O gel foi, em seguida, mantido em 0,1% de brometo de 

cetiltrimetilamónio, durante 2 horas e seco, e o polissacárido foi corado com azul de 

toluidina a 0,1% em uma solução contendo 50% de etanol e 1% de ácido acético em água 

durante 15 min. Os géis foram então descoradas com a mesma solução sem azul de 

toluidina. (Or - origem). 

 

  

Com relação à caracterização química de GalGB, na Tabela 1 têm-se o resumo dos 

dados obtidos por meio das análises químicas realizadas. Pode-se observar que o percentual 

de sulfato correspondeu a 10,7%, o que foi superior a aquela encontrada por Maciel e 

colaboradores (~ 6,4%) [12]. Já com relação a contaminação por proteínas e compostos 

fenólicos pode-se afirmar que GalGB apresentou valores baixos destes contaminantes, em 
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torno de 0.5 e 0.1 % respectivamente. O valor de contaminação proteica encontrada por 

Maciel e colaboradores foi de 7,6%, que foi muito superior ao descrito aqui neste trabalho, 

o que mostra que o uso de proteases é muito importante para promover a retirada das 

proteínas contaminantes. Maciel e colaboradores não determinaram o grau de contaminação 

da amostra deles por compostos fenólicos, por esse motivo não foi possível fazer uma 

comparação entre os resultados aqui apresentados e os desses autores. 

 

 

Tabela 1. Teor de sulfato, proteína e compostos fenólicos e relação molar dos 

monossacarídeos constituintes de GalGB 

 

Polissacarídeo 

Sulfatado 

Sulfato 

(%) 

Proteínas 

(%) 

Comp. Fenólicos 

(%) 

 Razão Molar1 

 Gal
1 

Glu
1
 Ara

1
 Xil

1 

GalGB 10,7± 0,6 0,5 ± 0,05 0,1 ± 0,02  1,0 0,3 0,5 1,9 

1
 Razão Molar utilizando a glicose como parâmetro. Gal - Galactose, Glu  - Glucose , Xil - 

Xilose,  Ara-Arabinose 

 

 

Com relação à composição monossacarídica, foram encontradas galactose, glicose, 

arabinose e xilose (Tabela 1). Esta composição é bastante diferente da descrita por Maciel e 

colaboradores, esses autores afirmam que o polissacarídeo sulfatado obtido por eles era 

constituído apenas por galactose. Não foram identificados trabalhos que avaliassem 

alteração da composição monossacarídica de polissacarídeos sulfatados obtidos da mesma 

espécie de alga vermelha coletada em lugares e/ou períodos diferentes, mas trabalhos 

mostram que galactofucanas sulfatadas quando extraídas da alga marrom Saccharina 

longicruris em quatro períodos (maio, agosto e novembro de 2005 e junho de 2006) 

apresentam composição monossacarídica diferente [16]. As algas utilizadas aqui neste 

trabalho foram coletadas num ano diferente e em um local diferente que aquelas coletadas 

por Maciel e colaboradores [12], o que fez com as algas estivessem expostas a fatores 

biótico e abióticos diferentes, o que pode justificar a diferença na composição dos 

monossacarídeos apresentados nesses dois trabalhos. 

 

2.2. Avaliação da atividade anticoagulante de GalGB 

 A atividade anticoagulante in vitro de GalGB foi avaliada pelos ensaios de PT e 

aPTT. No teste de PT, o qual avalia a via extrínseca da cascata de coagulação, a amostra 

não foi capaz de dobrar o tempo de coagulação até uma massa de 100 µg, indicando a 

ausência de atividade para esse teste. Por outro lado, no teste de aPTT, cujo principio é 

avaliar a via intrínseca e/ou comum da coagulação, GalGB foi capaz de dobrar o tempo de 

coagulação com uma massa 100 µg (tabela 2).  
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Tabela 2. Atividade Anticoagulante de GalGB 

 

Polissacarídeo Sulfatado aPTT (µg) PT (µg/µg) 

GalGB 100 a 

Clexane® (0.1mg/mL) 10 b 

Os resultados são expressos como a massa mínima necessária para dobra o 

tempo de coagulação em comparação ao controle. n= 3. 
a
 não detectado. 

b
 não 

determinado. Clexane (enoxheparina) controle positivo. 

 

 O efeito anticoagulante da GalGB não foi tão pronunciado quando comparado com 

outros polissacarídeos sulfatados, por exemplo, galactanas sulfatadas da alga vermelha 

Botryocladia occidentalis apresentam um efeito anticoagulante com massas bem menores 

do que a encontrada com GalGB [17]. Vale salientar, que galactanas sulfatadas de outra 

Gracilaria (G. caudata) não apresentaram efeito coagulante [14] quando testadas com 

massas semelhantes às utilizadas com GalGB aqui neste artigo, o que parece indicar que 

polissacarídeos sulfatadas sintetizados por algas do gênero Gracilaria não apresentam forte 

efeito anticoagulante. Porém, dados com polissacarídeos de outras espécies do gênero 

Gracilaria precisam ser obtidos para se confirmar esta hipótese. 

2.3. Avaliação do efeito antioxidante de GalGB 

 A oxidação de substratos ocorre através de uma cadeia de eventos que envolvem 

três estágios (iniciação, propagação e terminação). Para que um composto aja como 

antioxidante, ele deve agir em alguma dessas etapas. Porém, em quanto mais etapas ele 

agir, melhor composto antioxidante ele será. Polissacarídeos sulfatados extraídos de algas 

são apontados como compostos antioxidantes por vários autores [18], pois são capazes de 

agir por vários mecanismos. Em um trabalho anterior, foi demonstrado que polissacarídeos 

da alga Gracilaria birdiae possui efeito antioxidante, porém esta atividade só foi avaliada 

pelo método de sequestro de DPPH [19]. No entanto, vários trabalhos demonstraram que 

diferentes métodos e ensaios antioxidante in vitro estão sendo utilizados para avaliar a 

atividade das biomoléculas [20]. Assim, utilizou-se seis métodos para avaliar o efeito do 

GalGB em iniciação (capacidade total antioxidante e poder redutor), propagação (quelante 

de ferro) e terminação (superóxido e atividades de eliminação de radicais hidroxila) etapas.  

      Inicialmente GalGB foi analisado pelo ensaio de Capacidade Antioxidante Total 

(CAT). Neste teste GalGB apresentou uma atividade correspondente a 86,6 ± 10,8 mg de 

equivalente de ácido ascórbico. Esta atividade foi superior a aquela descrita para 

polissacarídeos sulfatados de outras algas como Sargassum filipendula [21], Dictyopteris 

justii [22], como também foi superior a aquele descrita para polissacarídeos sulfatados de 

Gracilaria caudata, que apresentou aproximadamente 56,5 mg de equivalente de ácido 

ascórbico [14]. O que mostra que GalGB é um polissacarídeos sulfatado bom doador de 

elétrons. 

O teste do Poder Redutor é expresso como atividade redutora equivalente, calculado 

a partir da razão da atividade redutora encontrada para os compostos e aquela encontrada 

para a vitamina C na concentração de 0,2 mg/mL. Os dados obtidos com GalGB são 
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mostrados na figura 2. Como pode ser observado, GalGB apresentou efeito redutor. 

Contudo, este efeito não foi dose dependente. 

 
Figura 2. Poder redutor do extrato bruto de Polissacarídeos Sulfatados da Gracilaria 

birdiae. Os dados são expressos em média ± desvio padrão. O poder redutor é expresso 

como uma percentagem da atividade apresentada por 0,2 mg / mL de ácido ascórbico. 

Letras diferentes indicam diferença significativa entre as concentrações de algas sulfatada 

por one-way Anova seguida do teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05). * a não 

apresentou diferenças significativas. 

 

 

 

 Tanto CAT como o teste do poder redutor avaliam a capacidade de uma amostra em 

doar elétrons. Contudo, cada um desses testes é feito em ambiente químico diferente, o que 

mostra que GalGB é um bom doador de elétrons em diferentes ambientes. Esta 

característica é muito interessante, pois GalGB poderá apresentar atividade doadora de 

elétrons em ambientes celulares distintos, como mitocôndrias, citoplasma e núcleo, a assim 

agir como antioxidante em diversos locais das células. 

 GalGB não apresentou efeito sequestrador de radicais hidroxila e superoxido. 

Polissacarídeos de várias algas também não possuem esta atividade ou são pouco potentes 

como sequestradores desses radicais [14,24], o que mostra que este não é o principal 

mecanismo antioxidante dos polissacarídeos sulfatados de algas. 

 Na figura 3 é mostrado a atividade de quelação férrica de GalGB. Com base na 

figura, é possível observar que GalGB possui um efeito dose-dependente que se estabiliza 

em torno de 1 mg/mL, concentração em que o percentual de quelação está em torno de 

69,3% ± 1.1. Esta atividade foi superior a aquela observada com outro polissacarídeos 

sulfatados de algas marinhas [25, 26] e foi similar a aquela encontrada com o 
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polissacarídeo sulfatado das algas G. caudata [14] e Caulerpa cupressoides [23]. Esses 

resultados mostram que GalGB é um bom quelante de ferro, e como tal age como 

antioxidante porque é capaz de inibir a reação de Fenton. Nesta reação o ferro reage com 

peróxido de hidrogênio o que leva a produção do radical hidroxila, que é um dos radicais 

mais danosos que se conhece [25].  

 

 

Figura 3. Efeito quelante de GalGB em íons de ferro. Os dados são expressos em média ± 

desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa entre as concentrações de 

GalGB por one-way Anova seguida do teste de Student-Newman-Keuls (p<0.05). * a, b, c 

letras diferentes denotam diferenças significativas entre cada concentração. 

 

 

 

Observa-se, com base nos dados apresentados na figura 4 que GalGB apresentou 

atividade quelante cúprica de forma dose dependente até a concentração máxima de 1 

mg/mL, quando o índice de quelação aproximou-se de 71%. Foi identificado apenas outro 

trabalho que avaliou a capacidade quelante de cobre de polissacarídoes sulfatados, nesse os 

autores mostram que fucanas sulfatadas da alga Dictyopteris justii apresentam atividade 

quelante de cobre de 65% (2 mg/mL), já glucanas sulfatadas (2 mg/mL) desta mesma alga 

apresentam atividade em torno de 80% [22], o que é superior a aquela encontra para 

GalGB. 

Com o aumento da concentração de cobre tem-se um aumento na produção de 

espécies reativas do oxigênio devido em grande parte a reações de Fenton [27] e de Haber-

Weiss [28]. Além disso, através da reação de Fenton, os hidroperóxidos de lípidos pré-

formados (LOOH) são decompostos para formar os radicais alcoxil (LO⋅), oxidantes fortes, 

que podem propagar a reação em cadeia da peroxidação lipídica [29] ou reagir com outros 

constituintes celulares. Por consequência, a quelação de íons Cu
2+
 pode ser crucial para a 

prevenção da produção de espécies reativas que danificam as biomoléculas-alvo. Portanto, 
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essa propriedade quelante de cobre de GalGB é uma característica interessante para indicá-

lo como um composto para ser utilizado como antioxidante (figura 4). 

  

 
Figure 4.  Atividade quelante de Cobre por GalGB. Cada valor é a média ± desvio padrão 

de três determinações: Letras diferentes indicam diferença significativa (p <0,05) entre cada 

concentração. * a, b, c letras diferentes denotam diferenças significativas entre cada 

concentração. 

 

 

  

Alguns autores correlacionam o efeito quelante de metais dos polissacarídeos 

sulfatados justamente a presença dos grupos sulfato em suas estruturas. Contudo, 

polissacarídeos que não são sulfatados, como xilana de sabugo milho [29], apresentam alta 

atividade quelante de metal. Estudos posteriores, inclusive com derivados dessulfatados de 

GalGB, mostrarão a importância ou não dos grupamentos sulfato para que GalGB apresente 

efeito quelante de metal. Vale salientar, que o efeito quelante também é importante para 

indicar o uso deste polissacarídeo como composto que possa ser utilizado como 

componente de filtros de purificação de água e outros líquidos contaminados por cobre e/ou 

ferro. 

 

2.4. Ensaio In Vitro da inibição da cristalização de sais de oxalato de cálcio  

As propriedades antioxidantes observadas para GalGB também podem ser 

importantes no tratamento de diversas doenças, como câncer, aterosclerose, bem como na 

proteção de tecidos contra os danos causados por agentes oxidantes. Por exemplo, foi 

demonstrado que antioxidantes como vitamina E e ácido ascórbico protegem o tecido renal 
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de danos provocados por espécies reativas de oxigênio (ROS) sintetizadas devido ao 

aumento da concentração de oxalato de cálcio extra e intracelular [30] ROS são apontadas 

por modularem positivamente as fases de formação dos cristais [31]. Para que estes cristais 

se formem é necessário que a urina esteja super saturada em oxalato de cálcio. Quando esta 

supersaturação urinária excede o limite de metaestabilidade, os íons de oxalato de cálcio 

começam a formar o núcleo do cristal (nucleação), que com deposição de novos íons, o 

núcleo passa a crescer (crescimento) de forma ordenada gerando o nanocristal. Por 

conseguinte, os nanocrocristais crescentes agregam-se uns aos outros formando 

aglomerados (agregação) que se precipitam [32]. 

Cristais de oxalato de cálcio são a principal causa de urolitíase, uma doença que 

acomete cerca de 10% da população mundial, e não há ainda um composto efetivo que 

possa ser utilizado no tratamento dessa doença [33]. Zhang e colaboradores [34] mostraram 

que polissacarídeos sulfatados da alga marrom Sargassum graminifolium tem capacidade 

de inibir tanto a nucleação como a agregação de cristais de oxalato de cálcio in vitro. Como 

não se identificou trabalhos que avaliaram o efeito de polissacarídeos de algas vermelhas 

como inibidores de formação de cristais de oxalato, e como GalGB apresentou atividade 

antioxidante, avaliou-se se GalGB era capaz de inibir formação de cristais de oxalato in 

vitro.  

Os resultados mostraram que GalGB (125 mg) estimula a nucleação em 6.2% em 

comparação ao controle, este valor sobe para 67.2% quando se usou 250 mg de GalGB. 

Este foi um resultado surpreendente, pois muitos relatos evidenciam o fato de que a 

nucleação dos cristais de oxalato pode ser inibida pela presença de poliânions como 

proteínas e polissacarídeos [35]. Contudo, Teodosio Melo e colaboradores [22] mostraram 

que uma glucana sulfatada extraída da alga D. justii não foi capaz de inibir a nucleação dos 

cristais, o que indica que a inibição da nucleação não é meramente dependente da presença 

de cargas negativas na estrutura do polissacarídeo, mas que provavelmente a disposição 

destas cargas e a conformação que o polímero assume em solução são mais importantes 

para que um polissacarídeo iniba ou estimule a nucleação dos cristais. Já com relação à 

agregação GalGB inibiu esta etapa em 15.2% (125 mg) e 28.2% (250 mg) respectivamente. 

Este valor foi menor do que aquele obtido com polissacarídeos sulfatados de S. 

graminifolium, que apresentaram valor de inibição de nucleação de 76% [35].  

 Em suma os dados mostram que GalGB estimula a formação de cristais, porém 

inibe a agregação, provavelmente por impedir que se formem cristais grandes. Para 

confirmar esta hipótese, nós verificamos o tamanho e a morfologia dos cristais de oxalato 

de cálcio formados na presença de GalGB. 

Os cristais de CaOx desenvolvem-se em três diferentes formas: monohidratada 

(COM), dehidratada (COD) e tri-hidratadas (COT). Os cristais de COM apresentam uma 

geometria de prisma tetragonal alongada, com superfície externa irregular, uma estrutura 

densa e elevada dureza. Os cálculos de COM consistem basicamente de um núcleo onde os 

cristais se depositam de modo concêntrico, e uma camada intermediária estriada 

radialmente. Os COD são cristais de oxalato de cálcio de geometria “tetragonal 

bipyramids” que se apresentam termodinamicamente instáveis. Em contato com líquido 

gradualmente eles se transformam na forma mais estável, o COM. A forma COM é 

encontrada em grandes quantidades nos cálculos renais, enquanto COD é mais raro. Já o 
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COT possui uma grande instabilidade termodinâmica, sendo raramente encontrado nos 

cálculos. [36] 

Na figura 05 pode-se observar os cristais formados nas condições controle. Nessas 

condições são formados os três tipos de cristais de CaOx como indicado na legenda da 

figura 5. Ao se comparar as duas figuras se observa claramente que há um maior número 

de cristais na figura 5B, na verdade, sem a presença de GalGB observa-se em média 14 ± 

0.7 cristais por campo enquanto que na presença do polissacarídeo o número de cristais 

aumenta para cerca de 47 ± 6 por campo. Estes dados comprovam o que tinha sido 

observado no ensaio anterior, e indicam que GalGB estimula uma formação de mais 

cristais de oxalato em comparação ao controle. Outro fator importante que pode ser 

destacado é que quando esses cristais foram contados se verificou que nas condições 

controle havia em média uma proporção COD:COM de 1:6 por campo. A presença de 

GalGB modificou a proporção COD:COM para 3:1 por campo. 

 

 
Figure 5. Cristais de CaOx observados sob micrsocpia invertida. Eles são formados em 

soluções metaestáveis de caOx na ausência (A) e presença (B) de GalGB (0,1 mg/mL).  

Flechas amarelas indicam forma COM; flechas pretas indicam forma COD e flechas vermelhas 

mostram COT form; (C) Tamanho (um) dos cristais formados. Escala de barras = 20 µm. 

Diferentes letras indicam diferença significativa (p < 0.05) entre cada concentração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Não só o numero de cristais COM e COD foram alterados pela presença de GalGB, 

o tamanho e a morfologia desses cristais também foram alterados. Os cristais COM no 

grupo controle apresentam uma morfologia retangular (Fig. 5a) e um tamanho médio de 

17.2  ± 3.5 µm (Fig. 5c), com a presença de GalGB o tamanho médio dos cristais COM foi 

de 4.3 ± 0.9 µm (Fig. 5c).  GalGB também teve efeito sobre o tamanho dos cristais COD, 

neste caso o tamanho dos cristais caiu de 21.3 ± 3.0 µm para 9.98 ± 2.1 µm devido à 

presença de GalGB. A constatação da diminuição do tamanho dos cristais devido a 

presença de GalGB comprova os dados de inibição da agregação vistos no ensaio anterior, 
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GalGB inibe agregação, por isso os cristais são menores. 

Com relação à morfologia dos cristais, a presença de GalGB fez com que os cristais 

(COM e COD) formados apresentassem um formato mais esferoidal (Fig 5b), o que indica 

que GalGB interfere na rede cristalina a ponto de impedir que se formem cristais de CaOx 

perfeitos. 

 A presença de GalGB estimula nucleação, por isso se observou um aumento no 

número de cristais formados, por outro lado, a presença de GalGB diminui a agregação pois 

diminui o tamanho dos cristais. A nossa hipótese é que as moléculas de GalGB, ao 

interagirem com a oxalato de cálcio, funcionariam como núcleos de formação de cristais,   

quanto mais moléculas de GalGB mais cristais são formados. Com a presença de tantos 

nucleos crescendo ao mesmo tempo para formarem cristais, o oxalato de cálcio é 

consumido, a sua concentração cai abaixo do nível de saturação e os cristais param de 

crescer, o que justificaria o menor tamanho dos cristais e o efeito inibitório de GalGB na 

fase de agregação. 

 Outro fator relevante é morfologia dos cristais. A geometria mais arredondada dos 

cristais COM e COD indica que eles estão mais amorfos, o que é provocado pela ruptura da 

rede cristalina devido à presença de GalGB que se associaram ao cristal. Tal geometria tem 

menor área de superfície, quando comparado com os cristais COM com arestas e pontas 

(grupo controle),  além disso, a presença de GalGB faz com que os cristais formados sejam 

bem menores, estes dois fatores facilitam a excreção urinária de cristais de CaOx pela urina 

[36]. 

 A forma COD, apesar de ser instável, é muito comum na urina de pacientes 

saudáveis, o que indica que a urina naturalmente possui moléculas que estabilizam a forma 

COD, impedindo sua transformação na forma geométrica COM. Esse efeito também foi 

observado com a presença de GalGB. Tal estabilização tem um eficaz efeito protetor contra 

urolitíase já que os cristais COM tem uma maior capacidade de ligação às células do túbulo 

renal [22]. 

 Para se comprovar a interação de GalGB com os cristais avaliou-se o potencial zeta 

(ζ) dos mesmos na presença e na ausência de GalGB. O potencial ζ é uma medida da carga 

total da superfície de partículas (inclusive moléculas) em relação às cargas da suspensão 

líquida na qual ele se encontra. Os cristais sem a presença de GalGB apresentaram um 

potencial ζ positivo, cujo valor determinado foi 9.76 ± 0.16, que é explicado pela carga 

positiva dos íons de cálcio que compõem os cristais. Por outro lado, os cristais formados 

na presença de GalGB apresentaram um potencial ζ muito negativo, cujo valor foi de – 

23.42 ± 0.13. Como GalGB é sulfatado e esses grupos sulfato apresentam cargas negativas 

nas condições de pH utilizadas para a formação dos cristais, então esse valor negativo do 

potencial ζ dos cristais provem de GalGB.  

 GalGB foi ligado covalentemente com FITC. Posteriormente, induziu-se a 

formação de cristais de oxalato na presença de GalGB-FITC. Os cristais formados foram 

então visualizados por microscopia de fluorescência. Como pode ser observado na figura 

06, GalGB-FITC se encontra associado aos cristais. Esses dois resultados indicam que 

GalGB está associado aos cristais formados, inclusive na superfície dos cristais, o que 

permite a sua estabilização na forma COD.    
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Figura 6. Os cristais CaOX formados na presença de GalGB-FITC. (A) Os cristais CaOx 

observados sob luz óptica. (B) Mesma área sob microscopia de fluorescência. 

 

 

 

2.5. Avaliação do efeito citotoxico de GalGB frente a células renais humanas 

 

 Como GalGB modulou a formação de  cristais de oxalato de cálcio, houve o 

interesse em verificar a sua toxidade frente as linhagens celulares de rins. Neste caso, 

utilizou-se células renais humanas normais (linhagem HEK-293). Os dados são 

apresentados na figura 7. Como pode-se observar, GalGB não apresentou citotoxidade em 

todas as condições avaliadas. Estes dados aqui apresentados apontam para o potencial de 

GalGB como possível composto para ser utilizado no tratamento da urolitíase.  

Experimentos com animais devem e serão realizados a fim de confimarem este potencial. 

Alem disso, esses dados foram muito interessantes, pois a alga Gracilaria birdiae é 

comestível. Então ela poderia ser apontada como um alimento funcional com atividade 

antioxidante e que potencialmente poderia ajudar no tratamento de urolitíase. Para tal, 

estudos de toxicidade da alga deverão ser feitos em animais e humanos a fim de se 

determinar os níveis seguros de consumo diários dessa alga.  

 
Figura 7. Avaliação da toxicidade GalGB em células HEK-293. As células cresceram na 

presença de GalGB (0,125; 0,250; 0,500; 1,000; 1,500; 2,000 mg / mL) durante 24, 48 e 72 

h. Depois, a viabilidade celular foi medida na presença ou ausência da GalGB utilizando o 

teste MTT. Letras diferentes indicam uma diferença significativa entre as concentrações do 

tratamento individual por Anova on way seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (p 

<0,05). * 
b, z, w, x  

letras diferentes denotam diferenças significativas entre cada concentração. 
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2.6. GalGB exibe atividade anti-proliferativa contra células tumorais 

 

 Avaliou-se o efeito de GalGB sobre a proliferação de células tumorais HeLa e 

PANC-1. GalGB inibiu a proliferação das células HeLa, chegando ao máximo de inibiçao 

(40%) com 0.5 mg/mL, este efeito não aumentou com o aumento da concentração de 

GalGB testada. Já com relação as células PANC-1, GalGB a suas proliferação em de 60% 

com 1 mg/mL (figura 8). 

         Além disso, para determinar se GalGB (0,125-2,0 mg / mL) apresentava 

citotoxicidade não específica em qualquer tipo de célula, também foi testado o efeito 

GalGB no crescimento de 3T3, uma linha de células de fibroblastos normais. Com esta 

linhagem celular GalGB mostrou inibição do crescimento das células (40%) apenas com a 

dose mais elevada (2,0 mg / mL) (dados não mostrados). 

 

 
Figura 8. Influência da GalGB na inibição da proliferação de células de HeLa e PANC-1 

após 24 h de incubação. Letras diferentes indicam uma diferença significativa entre as 

concentrações do tratamento indivídual por Anova one way seguido pelo teste de Student-

Newman-Keuls (p <0,05). * a, b, c, z, w, x letras diferentes denotam diferenças significativas 

entre cada concentração. 

0.50       1.00          1.50               2.00 
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Não foi encontrado nenhum artigo que avaliasse a atividade de GalGB frente a 

linhagens de células tumorais. Entretanto para polissacarídeos sulfatados de Gracilaria 

caudata na concentração de 2,0mg/mL inibiu a proliferação de células HeLa em torno de 

60% o que mostra que os polissacarídeos sulfatados de Gracilaria apresentam boa atividade 

contra células de adenocarcinoma de útero humano; estudos posteriores poderão confirmar 

o potencial antitumoral dos polissacarídeos produzidos pelas algas do gênero Gracilaria, 

inclusive de GalGB [14] 

3. Seção Experimental  

3.1. Purificação de GalGB 

A alga Gracilaria birdiae foi coletada na praia de Rio do Fogo, situado no litoral 

Nordeste do Rio Grande do Norte, cujas coordenadas geográficas são: latitude 05º 16’ 22” 

Sul e longitude 35º 22’ 59” Oeste. A extração de polissacarídeos sulfatados foi adaptada da  

metodologia descrita por Maciel e colaboradores [12]. A alga após a coleta foi limpa com 

água corrente e seca em estufa aerada a 45°C. Posteriormente foi triturada e submetida a 

um processo de despigmentação e delipidação.  Após nova secagem sob temperatura 

ambiente, foram adicionados dois volumes de NaCl 0.25 M à massa resultante,  e o pH foi 

ajustado para 8.0 com NaOH e adicionou-se Prozima (protease alcalina) a mistura para 

digestão proteolítica. Após 18 h de incubação a 60° C, a mistura foi filtrada e centrifugada 

(10.000 x g, 10 min., 4
o
C) e o sobrenadante foi precipitado com metanol. A seguir, o 

a 

b b 

c 

0.50       1.00          1.50               2.00 
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precipitado foi separado da solução por centrifugação (10000 x g, 10 min., 4º C), secado e 

armazenado para as análises posteriores.  

 

3.2. Eletroforese em gel de agarose 

 Eletroforese em gel de agarose da galactana sulfatada foi realizada em 0,6% de gel 

de agarose (7.5 cm x 10 cm × 0,2 centímetros de espessura) preparado em tampão de 

acetato de 1,3-diaminopropano 0,05, pH 9,0, como descrito anteriormente [15]. Alíquotas 

dos polissacarídeos (cerca de 50 ug) foram aplicadas ao gel e sujeito a electroforese. O gel 

foi fixado com uma solução de brometo de cetiltrimetilamónio a 0,1% durante 2 h, secas e 

coradas durante 15 min com 0,1% de azul de toluidina em ácido acético a 1% em etanol a 

50%. Foi então descorada utilizando a mesma solução sem o corante. 

 

3.3. Análise química e composição monossacarídica 

 Após a hidrólise ácida dos polissacarídeos ( 4 M de HCl , 100 ° C , 6 h ), o teor de 

sulfato foi determinado de acordo com o método de gelatina - bário [ 37 ] , utilizando-se 

sulfato de sódio como padrão . O teor de proteína foi medido pelo método de Spector [ 38 ] 

. Para determinar a melhor condição de hidrólise ácida do polissacarídeo utilizando HCl , 

isto é, em que a degradação do polímero ocorre sem destruir monosacarídeos libertados por 

esta degradação , GalGB foi hidrolisada com HCl 0,5 M , 1 M , 2 M e 4 M , em 30 min, 1 , 

2 e 4 h, respectivamente. Uma temperatura de 100 ° C foi mantida em todas as condições 

de hidrólise . O material foi depois neutralizado, seco e ressuspenso em água , e os açúcares 

redutores foram determinados tal como descrito na Câmara et al . [ 39 ] . As melhores 

condições de hidrólise foi de 2 M de HCl durante 2h . Assim, GalGB foi hidrolisado ( HCl 

2 M , 100 ° C , 2 h ) e a sua composição de açúcar foi determinada por um sistema 

LaChrom Elite ® HPLC da VWR - Hitachi com um detector de índice de refracção ( RI 

detector modelo L -2490 ) . A LiChroCART ® 250 coluna ( 250 mm x 40 mm) empacotada 

com LiChrospher ® 100 NH2 (5 um ) foi acoplado ao sistema . A massa da amostra usada 

foi de 0,2 mg e o tempo de análise foi de 25 min ; como referências , os seguintes açúcares 

foram usados: arabinose , frutose , fucose , galactose , glicose, glicosamina , ácido 

glucurónico , manose , ácido manurónico , ramnose e xilose. 

3.4. Atividade Anticoagulante 

 Os Testes APTT e PT foram realizadas, tal como descrito em [23]. A Heparina 

fracionada (enoxeparina; Sanofi-aventis, São Paulo, SP, Brasil) foi utilizado como padrão. 

3.5. Atividades Antioxidantes in vitro 

3.5.1. Capacidade Antioxidante Total (TAC) 

O método de ensaio está baseado na redução de Mo+6 Mo+5 pela amostra e a 

subsequente formação de um complexo de fosfato de verde / Mo
+5
 numa solução ácida. As 
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amostras foram incubadas a 95 ° C durante 90 minutos; os tubos continham o GalGB e 

solução reagente (ácido sulfúrico 0,6 M, fosfato de sódio 28 mM e 4 mM de molibdato de 

amónio). Após a mistura ter arrefecido até à temperatura ambiente, a absorvância de cada 

solução foi medida a 695 nm contra um branco. A capacidade antioxidante foi expressa em 

mg de ácido ascórbico equivalente. 

O poder redutor foi quantificado de acordo com metodologia descrita por Silva e 

colaboradores [40]. 4 mL das amostras teste em diferentes concentrações (0.10-

1.00mg/mL) foram misturadas em tampão fosfato (0.2M, pH 6.6) e ferricianeto de potássio 

(1%) e incubados por 20 min a 50 °C. A reação foi interrompida pela adição de TCA (ácido 

tricloroacético) a 10%. Posteriormente, foi misturada água destilada e cloreto de ferro 

(0.1%). As amostras foram lidas a 700 nm. 

3.5.3. Ensaio do Sequestro do Radical Hidroxila 

 O ensaio de sequestro do radical hidroxila foi baseado na reação de Fenton (Fe
2 + 
+ 

H2O2 → Fe
3+
 + OH

-
+ OH

.
) e os resultados foram expressos como taxa de inibição como 

descrito por Costa et al.(14). Os radicais hidroxila foram gerados utilizando 3 mL de 

tampão de fosfato de sódio (150 mM, pH 7.4), que continha 10 mM de FeSO4 · 7H2O, 10 

mM de EDTA, 2 mM de salicilato de sódio, 30% de H2O2 (200 mL) e variando 

concentrações de GalGB. No controle, tampão fosfato de sódio substituiu o H2O2. As 

soluções foram incubadas a 37 °C durante 1 h, e a presença do radical hidroxilo foi 

detectada através da monitomento da absorvância a 510 nm. O ácido gálico foi utilizado 

como controle positivo. 

3.5.4. Ensaio de sequestro do radical superóxido 

 Este ensaio foi baseado na capacidade de polissacarídeos sulfatados de inibir a 

redução fotoquímica do nitroazul de tetrazólio (NBT), no sistema de riboflavina-luz-NBT. 

Cada 3 mL  de mistura de reação continha tampão de fosfato 50 mM (pH 7.8), 13 mM de 

metionina, riboflavina 2 mM, EDTA a 100 mM, NBT (75 mM) e 1 mL de solução da 

amostra. Após a produção de azul de formazan, foi determinado o aumento da absorvância 

a 560 nm após 10 minutos de iluminação com uma lâmpada fluorescente. A montagem de 

toda reação foi fechada em uma caixa forrada com papel alumínio. Tubos idênticos à 

mistura de reação foram mantidos no escuro e serviu como branco da reação. O ácido 

gálico foi utilizado como controle positivo. 

3.5.5. Quelação férrica 

 A capacidade de quelar ferro de GalGB foi investigada utilizando a seguinte 

metodologia: GB, em diferentes concentrações, foi aplicadas com a mistura de reação, que 

continha FeCl2 (0.05 mL, 2 mM) e ferrozina (0,2 ml, 5 mM). A mistura foi agitada e 

incubada durante 10 min à temperatura ambiente e a absorbância da mistura foi medida a 

562 nm contra um branco. O EDTA foi utilizado como controle positivo. 
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3.5.6 Quelação cúprica 

 A habilidade de quelar o íon cobre de GalGB foi determinada pelo método descrito 

em Teodosio Melo e colaboradores [22]. O violeta de pirocatecol, reagente utilizado neste 

ensaio, tem a capacidade de associar com alguns cátions como alumínio, cobre, bismuto e 

tório. Na presença de agentes quelantes esta associação não é formada, resultando na 

diminuição da coloração. Tal diminuição permite, assim, estimar a atividade quelante do 

íon cobre de GalGB. O teste é realizado em microplaca de 96 poços que conterá uma 

mistura de reação contendo diferentes concentrações das amostras (0.1 – 2.0 mg/mL), 

Violeta de Pirocatecol (4 mM) e Sulfato de Cobre II pentahidratado (5 H2O) (50 µg/mL). 

Todos os poços foram homogeneizados com um auxílio de uma micropipeta e a 

absorbância da solução foi medida a 632 nm. A habilidade, das amostras, em quelar o íon 

cobre foi calculada usando a equação abaixo:  

Absorbância do branco – Absorbância da amostra 

Absorbância do branco x 100 

3.6. Ensaio de Cristalização do Oxalato de Cálcio 

O efeito de GalGB na cristalização de oxalato de cálcio foi medido 

espectrofotometricamente durante 30 min a 620 nm, conforme descreve Zhang e 

colaboradores [34]. Esse ensaio é baseado na quantificação por densidade óptica de 

soluções metaestáveis de Ca2+ e Ox. Utilizando uma mistura de cloreto de cálcio (8 

mmol/L) e oxalato de sódio (1 mmol/L),  200 mmol/L de cloreto de sódio e 10 mmol/L de 

acetato de sódio. As concentrações de compostos presentes nesta mistura estão perto das 

concentrações fisiológicas urinárias. A solução de CaCl2 (1.0 mL) foi agitada 

constantemente a 37° C tanto na ausência quanto na  presença de diferentes concentrações 

dos polissacarídeos sulfatados ou o do citrato sódico como controle positivo. Após a 

obtenção de uma linha de base estável, a cristalização foi induzida pela adição de solução 

de Na2C2O4 (1.0 mL) para atingir concentrações finais de 4 mmol/L de cálcio e de 0.5 

mmol/L de oxalato . A partir de uma análise de regressão linear foi possível mensurar o 

percentual de inibição da cristalização. A percentagem foi calculada a partir das taxas de 

nucleação e de agregação, como se segue: [1- (SNA/SNC)] *100 para o percentual de 

nucleação, sendo SNA a inclinação da curva de absorbância da solução de sais na presença 

das amostras e SNC a inclinação do controle; [1- (SAA/SAC)] *100 para o percentual de 

agregação, sendo SAA a inclinação da curva de absorbância da solução de sais na presença 

das amostras e SAC a inclinação da absorbância do controle; 
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3.7. Análise de Imagem de cristal Morfologia 

 Os cristais foram induzidos a se formarem na presença ou ausência de GalGB. Após 

trinta minutos, as soluções foram centrifugadas (5000 x g) e sobrenadante foi descartado. 

Os cristais foram então suspendidos em 0.5 mL de água e uma alíquota de 0.1 mL foi posta 

numa lâmina histológica e levada a um microscópio. A morfologia dos cristais foi analisada 

em dez campos selecionados aleatoriamente em ampliação de 60×. As imagens foram 

capturadas a partir de diferentes campos. Foram realizados três experimentos distintos. 

3.8.Medida de potencial zeta (ζ) 

 Os cristais foram induzidos a se formarem na presença ou ausência GalGB. Após 

trinta minutos, as soluções foram centrifugadas (5000 x g). O concentrado de cristais foi 

então suspendido com 1.5 mL de água e o potencial zeta das amostras ζ foi obtido com o 

uso do analisador Zeta Plus®. 

3.9. Conjugação de GalGB com fluorosceína 

 Marcação com fluoresceína B foi preparada por conjugação de sal de sódio de 

fluoresceína (Sigma). Resumidamente, 5 mg de GalGB reagiram com 1 mg de fluoresceína 

na solução 0,1 M de PBS (pH 7,0) e agitou-se durante 1 hora ao abrigo da luz, à 

temperatura ambiente. A solução foi dialisada contra água deionizada (Mw de corte de 12 

kDa) e, em seguida, liofilizado. 

3.10. Ensaio de MTT 

O ensaio do MTT foi realizar como descrito por Almeida -Lima et al [41] . HeLa , 3T3 , 

PANC - 1 e células HEK-293 foram cultivadas em frascos de cultura em meio DMEM com 

10 % soro fetal bovino com 100 ug / mL de estreptomicina e 100 IU / mL de penicilina ( 

Sigma ) . As células foram colocadas em placas de 96 poços a uma densidade de 5 x 103 

células / poço e deixadas a aderir durante a noite a 37° C e 5 % de CO2 . No ensaio 

antiproliferativo, GalGB foi adicionado (125, 250, 500, 1000, 1500 ou 2000 mg / mL) . 

Após o tempo determinado (24, 48 ou 72 h ) de incubação , os vestígios de GalGB foram 

removidas por lavagem das células com PBS. Meio fresco e 10 µL de 12 mM de MTT 

(Sigma) (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio), dissolvido em PBS foi 

adicionado para determinar os efeitos da amostra sobre a proliferação celular . As células 

foram então incubadas durante 4 h a 37° C e 5 % de CO2 . Para solubilizar o produto de 

MTT reduzido, 100 mL de isopropanol contendo 0,04 N de HCl foi adicionado a cada poço 

e completamente misturados utilizando um pipetador multicanal . Dentro de 1 hora de 

adição de HCl - isopropanol , a absorvância a 570 nm foi lida utilizando um leitor de 

microplacas Multiskan Ascent (Thermo Labsystems, Franklin, MA, EUA) . A percentagem 

de proliferação celular foi calculada como se segue: 
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Proliferação celular (%) = 
controle do nm 570 Abs.

amostra da nm 570 Abs.
 x 100 

 

3.11. Análise estatística 

Todos os dados foram expressos como a média ± desvio padrão. A análise 

estatística foi realizada por ANOVA one-way. Student-Newman-Keuls post-testes foram 

realizados por comparação múltipla grupo. Em todos os casos, a significância estatística foi 

estabelecido em p <0,05. 

4. Conclusões 

 A alga vermelha Gracilaria birdiae sintetiza uma heterogalactana sulfatada 

(GalGB) que apresenta diferentes mecanismos antioxidantes in vitro, como também inibe a 

agregação de cristais de oxalato de cálcio, bem como modifica sua morfologia e tamanho. 

Ademais, GalGB não é citotóxica para células renais humanas. Estudos in vivo se fazem 

necessários para comprovar os dados obtidos in vitro e indicarem o uso ou não de GalGB 

no tratamento e prevenção de urolitíase. 

Por outro lado GalGB se mostrou eficiente como um composto antiproliferativo 

para as linhagens tumorais de carcinoma cervical e pancreático. Dado seu efeito sobre 

diferentes atividades realizadas, Gracilaria Birdiae revela ter, portanto, um excelente 

potencial, tanto por ser um possível alimento funcional, quanto por servir como matéria-

prima para fabricação de fármacos. Contudo, experimentos posteriores devem e serão 

realizados a fim de confirmarem este potencial. 
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6. COMENTÁRIOS, CRÍTICAS E SUGESTÕES 

 Diante das informações descritas e das intenções acerca da pesquisa, 

pode-se afirmar que os objetivos foram alcançados e ainda com acréscimos que 

possibilitaram uma maior visibilidade do potencial do objeto de estudo em questão. 

Algumas alterações metodológicas bem como adequações foram realizadas no 

decorrer do tempo, entretanto as mesmas só agregaram valor à pesquisa. 

 A multidisciplinaridade é característica presente no laboratório de 

Biotecnologia de Polímeros Naturais (BIOPOL), o que facilita e propicia 

intercâmbio de conhecimentos e traz originalidade às pesquisas desenvolvidas, 

bem como confere mérito à toda a equipe por desenvolver pesquisas em um 

ambiente multidisciplinar onde todos estão dispostos a dividir conhecimentos e 

construir novas metodologias. 

 Na trajetória do mestrado posso afirmar que alcancei uma grande evolução 

intelectual, a qual continua em construção e certamente tenho muito mais a evoluir 

seguindo esta trajetória com a caminhada constante em busca do aprimoramento, 

a qual seguirá em um futuro doutorado. 

 As metas propostas foram alcançadas e novas metas surgiram no percurso 

da pesquisa, as quais suscitaram o desejo de dar continuidade para progredir nos 

achados científicos no que se refere á área da nutrição, tendo como base o estudo 

de compostos bioativos em algas e outros alimentos, a fim de proporcionar aos 

indivíduos meios eficazes de prevenir, promover, e por que não tratar doenças 

através destas constatações científicas acerca das propriedades nutricionais dos 

alimentos. 

 Componho o grupo de pesquisa do BIOPOL, estou inserida em pesquisa 

junto ao meu orientador. Há a perspectiva futura de dar continuidade à esta bem 

como iniciar novas pesquisas já como parte de um futuro doutorado. 
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